心筋トロポニンT遺伝子変異に伴う家族性肥大型心筋症の分子遺伝学的研究 by 藤野 陽
金沢大学十全医学会雑誌 第108巻 第1号 77-90(1998)
心筋ト ロ ポ ニ ン T遺伝子変異に伴う家族性肥大型心筋症の
分子遺伝学的研究
金沢大学医学部医学科内科学第 二講座(主任: 馬渕 宏教授)
藤 野 陽
77
肥大型心筋症(hypertr ophic c a rdio myopathy) は 心筋の 異常な肥大と心室の 拡張期 コ ン プ ライ ア ン ス の 低1､
･
を基本病態
とす る原因不明の 心筋疾患であ る と定義 され て きた が , 約半数が 家族性 で あり, 常染色体優性遺伝形式 を示す こ と が 知ら れ て い
た ･ 最近の 分子遺伝学的解析に よ り, 心 筋/ヲミ オ シ ン垂 乱 心筋 ト ロ ポ ニ ン T, α - ト ロ ポ ミ オ シ ン , 心筋 ミ オ シ ン結 合蛋白-C, 心
室/ 骨格筋型ミ オ シ ン ア ル カリ 軽鎖, 心室 型 ミオ シ ン 調節軽鎖, 心 筋 ト ロ ポ ニ ンⅠの 7種類 の 遺伝子変異が そ の 原閑で あ ると報
告 さ れ て い る ･ しか し なが ら ･ 本症に お け る遺伝子変異の 頻度, 地域差, 通信型と臨床病型 の 関係 な ど, 未だ 十分 に は解明 され
て い な い ･ 本研 究で は, 北陸地方 にお ける家族性肥大型心筋症家系 の 遺伝子変異に つ い て, 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子変異 を中
心 に検討し た･ 対 象者の 末梢白血球 より分離 し た 高分子D N Aを伺い て , 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝Fの エ ク ソ ン 8, 9の そ れ ぞれ に
対応 した プ ラ イ マ ー を設 計 しP C R に より D N A断片を増幅 させ , P CR---･ 本鎖構成体多型(P C R岬 Single str a nd co nfo r m atio n al
polym o rphis m) 法お よ び直接塩基配列決走法(dire cts equ e n ce)を用 い て 遺伝f･ 変異の 確定を行 っ た . さ ら にP C R制限酵素切断
多型(P C Rpre strictio nfragm e ntle ngth polym o rphis m) 法に よ り遺∫土子変異 を確認 し た. 臨床的に診断さ れ た家族性肥大型心筋
症14 0症例 の 検討 の 紆軋 2症例 の 家系10名 にお い て心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子エ ク ソ ン 9の 92番目の ア ミ ノ 酸 ア ル ギ ニ ン を コ
山 ドする コ ドン C G G が トT) プ トフ ア ン を コ ー ドす る コ ド ンT G Gへ と 変化す る 変異, AJ･g 92Trp を 見い 出 し た. こ れ らの 2家系
内に は , そ の 家族歴 にお い て 突然死 が 3名認め られ た 遭伝千変異を認め た10糾 ], 拡張型心筋症横柄態を示す例が3名, 非対称
性中隔肥厚 (a sym m etricalseptal hype rtrophy, AS H)を示す例が5宰., 心電図異常 の みを示す例が 1名, 臨床症状を示 さ ない 例が
1名認め ら れ た･ 本道伝子変異 に お い て は , 突然死例, 及び拡張哩兄､筋症様病態 を示 し心不全を呈する症例が合計6名存在 し, 予
後 不良な遺伝了▲変異 と考え られ た. また, 他の 1症例の 家系 にお い て 同 じく エ ク ソ ン 9の 1 10酎_jの ア ミ ノ 酸 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
を コ ー ドす る コ ド ン TI T が イソ ロ イ シ ン をコ ー ドす る コ ドン m へ と 変化す る 変異, Phell O Ile を, 別 の 1症例の 家系に お い
て エ ク ソ ン8の 8 5番 目の ア ミ ノ 酸 バ 1) ン をコ ー ドする コ ド ン G T G がロ イ シ ン を コ ー ドす る コ ド ン T r Gへ と 変化す る 新た な 変
異, Va1 8 5 Le uを見い 出し た･ こ れ ら2家系の 発端者は い ず れもA S Hを示し た. こ の 他 1つ の サ イ レ ン ト変異Il｡106 Ile を41症
(ホ モ 接 合体, 3症例 ; ヘ テ ロ 接 合体, 38症 例) に認め た が , t【Ⅰ浦 対照者よ り高頻度と は い え な か っ た . 4家系の 家族性肥大用
心筋症 にお い て , 新 た な変異Va1 85 Le u を含め 如 g92 Trp, Phel lO Ile と 合計3椎類の 心筋 トロ ポ ニ ン T遺伝了･ (エ ク ソ ン8,
エ ク ソ ン9) の 変異 を認 め, 北陸地方の 家族性肥大型心筋症忠君の 2.9 %-が 脱明さ れ た . な か で も, 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝イ･ 変異
血
一
g 92 Trpに伴う家族性月巴大判心筋症家系で は, 突然死 例, 及 び拡混用心筋症横柄態を示す例が 多く, そ の 榊狛 二階 し て憤屯な
経過観察が必要であ る こ と が ′示唆 され た.
Key w o rds fa milial hype rtr ophic c a rdio myopathy, C a rdia c tr opo nin T ge n e, dilated
Cardio myopathy-1ikefe atu re, ge n e m utatio n
肥大用心筋症(hype rtr ophic c ardio myopathy, H C M)は , 人
脈弁狭窄症や.軌打1.圧 な ど心筋肥 大を引き起 こ す焼 因疾一患を 合併
する こ と なく心室壁の 著明 な肥厚を′Jこし , 心 室拡張期流 人 帽告
を呈す る疾患であ るl). 心臓超晋彼像 卜拡張末期の 心# 申隔と
左室 筏 壁 の 比 が 1. 3 以上 の も の は 非 対 称 性 中 隔肥 惇
(asym m etric al septal hype rtrophy, AS H) と 定義さ れ 本症の 杵徴
的な形態学的所見であ る2):i). その 形態 に つ い て , Ma ro nら･l) は
僧帽弁 レ ベ ル で の 左 室短軸断層心臓超音波像所見より4型 に分




尖 部の み に肥 人が強く, 心電図【上l--二人陰什丁披 を特徴 と す る心
プ､浦川巴大判心筋症も〝在す る 封 .
こ の よう に E C M は形態学的 に人きな多様性をノ卜す . こ の 形
態学的多様性は同一-一 家系内でも認め られ , A SIi を認め る柾例や
心尖部肥大型心筋症をホす症例が混在する H C M家系が 縦告さ
れ て い る り . 本症 で は =一･川般に心筋収縮能 は正 常 であ るか ま たは
尤進 し ており, 左 室内腔は正 常 であ る か また は縮小 して い る7I.
平成1 0年11月30日受付, 平成10年1月14日受理
A bbr eviatio ns: 如 g, a rginin e;A SH, a Sym m etric alseptal hypertr ophy;bp,bas epair;D C M,dilatedc ardio myopathy;
DC M-1ikefeature s, dilated c ardio myopathy-1ikef6atu res;dd, dideoxy;FS, fractio n alshorte ning;H C M, hy pertrophic
C ardio myopathy;Ile, is oleu cin e; Le u,1e u cine;IN D d,1eftv entric ular e nd-diastolic dim e nsion;P C R- F LP, C R-
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し か しなが ら, そ の 経過中に左室拡大, 壁非滞化, 収縮機能障
繋が進展 し, 拡張型心筋症と類似の 横軸を示す症例 があ り, 拡
張 型心筋症様病態を示すH C M と し て注月 さ れ て い る バ) lニl}. ま
た, 病理学的 に は心筋の 錯綜配列, 及び心筋線維化所見が特徴
であ る1`l〉.
R C Mの 死 因の 過半数 が突然死 で あり, 若年者, 特 に 運動競
技者の 突然死 の 原 図の 第1位 が H C M であ る15l. さ ら に, 本症
の 突 然死は前駆症状 に欠け る場合が 多い 州 . H C M患者 の 85 %
に は何 ら か の 心電図異常 がみ ら れ る こ と▲7I, 最近 の 研 究に て 若
年 一 般 人[】1 にお け る H C Mの 発症頻度 は約500人に1 人 と比較的
高い と報苦 され た こ と1 日 よ り本症の 早期診断が重要と な っ てき
て い る.
H C Mの 病 因 は1 980年代前半ま で不明で あ っ た が , 約5 0～
60 % に家族発症が認め られ , 常染色体優性遺伝 を示す場合が多
い こ と は知 ら れ て い た1叫 . 1 989年 に H C Mの 病因遺伝子 が第14
染色体の 長腕 に位置 す る こ と が 示さ れ 洲 , 1990年 に 心筋ノラ ミ オ
シ ン 亀鎖遺伝子変異がそ の 痛因で ある こ と が 示 され た 21). さ ら
に, 心 筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子
22)
, α
- ト ロ ポ ミ オ シ ン 遺 伝子
221
,
心筋 ミ オ シ ン 結合蛋白- C遺伝子2:lI, 2種類 の ミ オ シ ン 軽 接遇伝
･1f･24)(心室/ 骨格筋型ミ オ シ ン ア ル カ リ軽鎖 , 心 室型 ミ オ シ ン
調節軽錆), 心筋 ト ロ ポ ニ ンⅠ遺伝子働 の 遺伝-一戸変異が病因 の 家
系も報告 さ れ た . こ れ ら7種類の 遺伝子はす べ て心筋の サ ル コ
メ ア を構成す る 蛋白を コ ー ドする 遺伝子である .
こ の よ うな 分子遺伝学的解析の 進歩に伴 い , そ れ ぞ れ の 病 因
遺伝子の 頻度, 遺伝子型一 臨床病型連関の 解析が進み つ つ あ る.
心筋ノヨ ミオ シ ン 東銀遺伝子変異 は家族性肥大型心筋症家系 の 約
25(為の 病因で あ る と され, 38種類 の ミ ス セ ン ス 変 異と 1種類 の
挿ん欠失(in s e rtio n-deletio n)変異が報告 さ れ て い る
21) ご( = <i)
. 心
筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子 に つ い て は, 13種類 の 変異 が報告 され て
お り , 約15 %の 家系 の 病因であるボ) 22) 47) 朝 ), 臨床病型 に つ い て
は , 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子変異 に よ る H C M患者で は 左室最
大壁厚 の 平均 が , ノラ ミ オ シ ン 東銀遺伝子変異 に よ る 日C M患者
に比 べ て 有意 に低価を示す こ と が 報告 さ れ て い る
ニー7j
. こ の 他,
α
- ト ロ ポ ミ オ シ ン , 心 筋ミ オ シ ン 結合蛋白-C, 心事/ 骨格筋型
ミ オ シ ン ア ル カリ 軽鎖 , 心 室型ミ オ シ ン 調節軽銀, 心筋 ト ロ ポ
ニ ンⅠ遺伝子 の 変異に つ い て は, そ れ ぞ れ 病因 の 3(‰, 10 %,
1%, 1 %, 3 %を 占め ると い われ て い るが 地 域差があ り, 未だ
詳細は明ら か で は ない . 22) 25) 5`り ∫～2J
し たが っ て , 本邦特 に北陸地方 に お け る H C M患者家系 に つ
い て も遺伝子解析を行い , 遺伝子型 と臨床病憎と の 関連を調 べ ,
そ の 頻 度 , そ れ ぞ れ の 遺伝型 に特 異的 な臨J糾象を つ き と め
H C M患者とそ の 家族の 加療 , 経過観察 の 指標とす る必要が あ
る.
本研究 で は 臨床的に H C M と診断 さ れ た患者を対象と し て心
筋 ト ロ ポ ニ ン T 遺伝子変異を検索 し , そ の 病 因と し て の 頻度 ,
遺伝子変異 に伴う臨床像 に つ い て 検討 した .
対 象 及 び 方 法
Ⅰ
. 対 象
対象は, 心 電図 , 心臓超音波所見上 Fis ch5こ" や Feige nba u m
ら54)の 診断基準 を満 たす, 金沢大学第二内科及 びそ の 関連施設
に通院, 入 院 して い る北陸地力
▲
の H C M患 者発端者140ダー で あ
る. こ れ ら臨床診断さ れ た HC M患者 を以 下 の 検討 の 対象と し
た.
1 . 心 筋 ト ロ ポ ニ ン T 遺伝子変異に伴う H C Mの 臨床病型 に
つ い て の 検 討
2 . 北 陸地区H C M患者 に お ける , 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝ナ
変異 の 頻度 の 検討
11. 方 法
1 . 高分了･ D N A細山
対象者の 末梢静脈血 10ml を E D T ん2 Na を抗凝固剤と して 採
取 し4℃ に て 移送, -20℃ に て保存し た . こ の 末梢 血を室温 に
て 解凍後 Trito nX-100融 解変法ヤ に て 高分子 D N Aを準離 した .
す な わ ち融解液 (320m M ショ 糖 軋 1 % Trito n X-100, 5m M
MgC12, 10mM Tl
･is-H Cl, pH 7.6) にて 赤血 球を溶 血 させ , 遠心
に よ り沈澱 と し て 白 血 球 を 集 め た . こ れ を プ ロ テ ア ー ゼ
(Sigm a, St. Lo uis, U S A) に て消化後, フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル
ム (1 :1) で 1回, 続い て ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル
(24: 1) に て2回拙出 し, 最後 に エ タ ノ ー ル 沈澱 に よ りD N A を
分離 し た. こ う して 得 ら れ た D N A をTrishE D T A緩衝液(10mM
Tris-H Cl, 1m M E D T み2 Na, pH 8.0) に溶解の 上 260n m に お け
る吸光度測定 に より濃度を求め た .
2 . P C R
Nakajim aら
何 の 報告を参考 に , ジ ー ン バ ン ク の デ ー タ ベ ー
ス に登 録 され て い る ヒ ト心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺 伝子配列か ら, エ
ク ソ ン 8 とエ ク ソ ン9 につ い て20塩基長 の プ ラ イ マ ー 計2観 を
作成 した 汀E X 8-5, 8-3, T E X 9-5, 9-3; 表1). Tm 値の 解析 に は
M a cM elt
T M ソ フ ト ウ ェ ア (Bio -Rad Labo r ato rie s, Richm o nd,
U SA)を使用 し た . ス プ ライ ス 部 位の 変異検出の た め各プ ラ イ
マ ー は エ ク ソ ン に 隣接す る イ ン ト ロ ン を少なく とも5塩基含む
もの と し た .
プ ラ イ マ ー は D N A合 成機 モ デ ル AB I381 A(Ap plied
Bio syste ms, In cリ Fo ste rCity, U SA) をJIJい ベ ー タ シ ア ノ エ チ
ル ホ ス ホ ア ミ ダイ ド法5-i) に て 合成 し た . ア ン モ ニ ア 水に 溶解し
5 5 ℃ で-一 晩 静置 した うえで-20 ℃ に冷却 , 貝空 1∵ で 遠心 し て
乾燥 , 再滅菌蒸留水 1ml に溶解 し カ ラ ム N A P-5 (Phar m a cia-
L K B, Up ps ala, Sw ede n) に通 して 精製 した . そ こ で2 00倍 に
希釈 し260n mで の 吸 光度 よ り濃度を測定 し10′′∠ M に な る よう
に濃度 を調整 した .
D N A l研片 の 増帽に は S ai ki ら57)に よ る P C R法を川 い た . 高
]二D N A l/Lg を鋳型 D N A とし て40/L M の プ ラ イ マ ー 1セ ッ ト
と 終濃度20 0/L M の 各デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ド(d A TP, d C TI〕 ,
(1G T P, T T P) と 2.5準付二の Taq ポ .) メ ラ ー ゼ (Pe rkin -Elm e r-
Cetu s, No r w alk, U S A)を, 0.01 % ゼ ラチン を 含 む緩衝洒 (終
濃度10m M Tris-H Cl, pH 8.3, 50mM K Cl, 1.5mM MgClコ)に 加
え 酢滅菌蒸潮 水を計50
′
′∠1 と な る よ う に加え掩絆 し た . 遠心 し
て 反応液を集め 50/1 の ミネ ラ ル オ イ ル (Sigm a) を滴'卜 して 蒸
発を防ぎ, 94 ℃ 1分, そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー の Tm (エ ク ソ ン8,
5 5 ℃ ;エ ク ソ ン9, 60℃) で 1分, 74 ℃ 1分を基本 に そ れ ぞ れ
の セ ッ ト毎 に 決定 し た温度条件 の もと , 30 サ イ クル の 反応を行
っ た .
増幅 した D N A断片 は 1 %の 通常 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に鎖 艮 マ
r estrictio nfrag m e ntle ngth polym o rphis m; P C R-S S C P, P C R-Single stra nd c o nfor m atio n al polym orphis m;P he,
Phe nylalanin e;廿 p,try PtOPhan;Val, V alin e
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ー カ ー と して 申ズ174/Ha eIII消化物(東洋紡, 束京) と共に泳動
して 断片艮を確認 した .
3 . PCR 一 本鎖構成体多型(P C R-Single str a nd c onfo r m atio n al
polym o rphis m, P C R■SSC P)法
泳動用横衝液 と して Tris- H C 154g, ホ ウ 酸27.5g, 0.5 M
E D
′
IA 20ml に蒸留水 を加え30 00mlに し た もの を保存用の 5×
Tris一 ホ ウ酸-E D T ACrrisqbo ric a cid-E D T A) 泳動用横衝液と し泳
動直前に1 × の 濃度に 希釈 した .
0･5m M E D T A 2/Ll, 5 N NaO H lO/Ll, 滅菌再蒸留水88/Ll
を混合 し ア ル カ リ溶液を作り, P C R産物8/ノl にア ル カ リ溶液2
/∠1 を加 え42℃3分, 95 ℃ 2･分加熱後, 0℃に急冷 し
一 本鎖 に変
性 させ た . そ の う えで , 10岬20 %濃度勾配 ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ドゲ ル (ア ト ー , 束京)を用い て T B E緩衝液中で4℃の もと40V,
24時間で 泳動 した .
染 色 に は BI O-R A D銀 染色 キ ッ ト (Bio -Rad Labo r ato rie s,
Richm o nd, US A) を月ヨい , プ ロ トコ ー ル に従 っ て 銀染色を行 っ
た . すな わ ち1 0 %エ タ ノ ー ル , 5 %酢酸混合液200mlに て15分
間ゲ ル の 固定を 行い , 酸化剤100ml に て5分間酸化 させ た . 蒸
留水で 1 5分間 に3回水を換えな が らすすぎ余分な酸化剤を除
き, 銀染色溶液を加え20分間振塗 さ せ た . そ の 後3 0秒以内 に
洗浄 し現像液を加え バ ン ドの 出硯を確認 した . ある程度以 上 バ
ン ドが 漉くな っ た 時点で 蒸留水で 1分間すす い だ後 , 5 %酢酸
100mlを 加え反応 を停止させ た. 30 %エ タ ノ ー ル , 5 %酢酸混
合液200mlを保存液と し , 30分 以.ヒ保存液内に ゲ ル を浸 した後,
ゲル をセ ル ロ ー ス フ イ ル ム 内に 入れ て保存 した .
4 . 非 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 直接塩 基配列決定法(dir e ct
S equ e n Cing)
P C R で増幅 し た D N A断片 を1 %の 通常 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に
鎮長 マ ー カ ー と して ¢ -Ⅹ174/HaeIII消化物(東洋紡, 東京) と共
に泳動 し , 断片長を確認 し た上 で , ト川勺と する D N A断片 の バ
ン ドを 含 む部分 を切り出 した . マ イ ク ロ ピ ュ ア と マ イ ク ロ コ
ン ー50(Amico n) を組 み 合わせ て こ の D N A断片 を10000rpm で10
分間遠心 し た, 再滅 菌蒸留水25
′
′∠l を加 えて 再度遠心 し
, 濃縮
する と 同時 に余分 な プ ラ イ マ ー , 及び ヌ ク レ オ チ ドを 除去 し鋳
型D N A と し た.
H igu chi ら
58)の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て Tth ポ1) メ ラ ー ゼ を川
い た非 ラ ジ オア イ ソ ト ー プ D N A シー ク エ ン シ ン グキ ッ ト (シ ー
ク エ ン シ ン グ ハ イ プ ラ ス , 東洋紡)で反応 を行 っ た .
す な わ ち鋳型 D N A O･2-4/1g , 1/} M プ ラ イマ
ー 2/Ll, サ イ ク
ル シ ー ク エ ン ス 反応用横衝液3FLl, デ オ キ シ (de o xy, d) N T P
溶液1-2〃i, 反応直前 に希釈用綬衝液で 4単位/〃1 とした ¶h ポ
リ メ ラ ー ゼ 1/∠=こ再滅菌蒸留水を総量17/Jl と な る よう に追加
し撹拝 の 上 遠心 し た もの を4 〃1ず つ と り, 反応 用 マ イ ク ロ チ
ュ ー ブ にとり冷却 し てお い た 各ビ オチ ン ー ジ デ オ キ シ (dide o xy,
dd) G T P, ビ オ ナ ン ーd dATP, ビオ チ ン ーd d T T P(Mg
十
), ビ オナ
ン ーd d C T P(M g
'
) 溶 液2/11ず つ に 加 え た , こ の 際 ビ オ ナ ン ー
d d T T P, ビ オ ナ ン ーd d C T P に はそ れ ぞ れ ビ オ ナ ン ーd d T T P:
M gC12 = 1 : 1, ビ オ テ ン ーd d C T P: MgC12
= 3 : 1の 割 合で
MgClどを調整 し た . こ れ に50/Jlの ミネ ラ ル オ イ ル を 上に滴下
した . エ ク ソ ン 8の 場 合, 95 ℃, 30秒, 55℃, 1 5秒, 60 ℃ 240
秒で30回反 応, エ ク ソ ン 9の 場 合, 95℃, 30秒, 60℃, 255秒
で 30回反応 させ 終了後 に反応停止液4〃1を加え
- 20 ℃ に保存
し, 泳動 直前 に80℃, 2分に続き0 ℃ に急冷 し泳動 し た .
そ の▲.とで , 8 %の ポ リ アク リ ル ア ミ ドで電圧1500V, 100分 の





Ame rsha m)を貼付 し8時間以上 ブ ロ ツ テ ィ ン グ した . ブ ロ ツ テ
ィ ン グ終了後 ビオ ナ ン ー ア ピ ジ ン 系 に よる 標識系と ア ル カ リ フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ ーP P D に よ る検出系を利用した非ラ ジ オ ア イ ソ
ト ー プ検 出キ ッ ト (イ メ ー ジ ン グ ハ イ ー ケ ミ ル ミ ー , 東洋紡)
を用 い て ビ オナ ン標識 D N Aを化学発光させ , Ⅹ線 フ イ ル ム に
2 - 3時間露光 し オ ー トラ ジオ グラ ム を得 た.
5 . P C R制限酵素切断多型(P C R-re Strictio nh･agm e ntle ngth
polym orphis m,P C R R FL P)法
変異配列が決定された後, 変異 の 存在の 確認お よ び ス ク リ ー
ニ ン グの た め特定 の 制限酵素で 切 断部位が 生 じ るよ うに プ ラ イ
マ ー を設計 した (TE X 9 ふN F, 表1). 一 側 に通常 の プ ラ イ マ ー
を , 反対側に 変異プ ラ イ マ ー を用 い , 温度条件 を再度調節し た
うえ で PC R法に よ り強制F机こ変異配列 を導入 した D N A断片を
増幅 し た . そ の 上で ピ ペ ッ ト に て ミネ ラ ル オイ ル の｢F一層 よ り
P C R産物を取 り出 し, 切断部位 に応 じ た制 限酵素と そ の 反 応用
綬衝液 を加え酵素の 至適温度条件 F に て6時間反応さ せ た . 反
応産物を10-20(如農度勾配 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に適当な人き
さ の 組長 マ ー カ ー と 共に 泳動 し て切l析の 有無 で 変異の 検出 を子J二
っ た .
6 . 家系内調査
心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝-ナ変興が認め られ た 家系 にお い て は 家
系l又1を作成 した 後, 叶能な 限 り の 家族 に 刺完し てもら い , 心 竜
図, 心臓超音波検査, な ら び に D N A採集の た め の 探IFILを 施才･J二
Tab lel･ 0 1igo nu cle otideprlm erSflankingthe ex on s(一fthe c ardia c tl
･
OPO nin Tge neforP C Ram plificatio n
Ex on
O ligo n u cleotide
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Ⅰ . 心筋 トロ ポ ニ ンT遺伝子解析
1 . P C R-SS C Pの 結果
H C M発端者140例 に対す るP C R･SSC P法 に よ る 検討 の 結果,
図1 に示す よう に心筋 ト ロ ポ ニ ンT遺伝子 エ ク ソ ン9 に おい て 3
Ex o n少
No r m al Pr oba ndOO4
Exon ,
No r m al Pr oba ndO2
Va ria nt
Co n払r m e r
Va ria nt
Co n伽r m e r
人, エ ク ソ ン 8 に おい て1 人, 異常 バ ン ドが 認め ら れ た . 異常
バ ン ドが 認め ら れ た エ ク ソ ン に つ い て は , 引き続き直接塩基配
列決定法 によ る変異 の 同定を行 っ た .
2
.
エ ク ソ ン 9塩基配列 の 決定
1) P C R-SS C P法に よ る 異常 バ ン ドの 検出
P C RqS S C P法 に よ る エ ク ソ ン 9の ス クリ ー ニ ン グで , H C M発端
者004, 02 2 に おい て 異常 バ ン ドが 検出さ れ た (図1). 発端 者
Ex o n少
No r m al Pr oba nd O37
.. . _ Va ria nt
Co n払 r m e r
Ex o m$
Nor m al Pr oba ndl16
Va ria mt
Co n伽r m e r
Fig..
1. P C R- Single str and c o nfo r m atio nalpolym o rphis m (P C R-SS C P) a n alysisin the e x o n9(proba nd OO4, 0 37a nd O22) and e x o n8
br oband l16) ofc ardia ctropo nin T ge n e. T he bar S alo ng theleft sideindic ate the wi 1dpatte rn(n or m al). T he proba nds sho wthe
m uta也o nalpatte r n swi thv aria ntc o nfo r m er.
家族性肥大型心筋症に お け る 遺伝子変異 の 検出
037 におい ても, 発端者004と 同様の 異常 バ ン ドが 検出さ れ た .
2) 直接塩基配列決走法に よ る 遺伝子変異配列の 決定 (家系
004, 037)
発端者004の 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子 エ ク ソ ン 9 に おける 塩
基配列解析の 結果, 92番目の ア ル ギ ニ ン (arginine, Arg)を コ ー
ドす る C G G が ト1) プ トフ ア ン (try ptopha n, Trp) を コ ー ドする
T G Gへ と変 化 して い た (図2). 変異 し た Tの バ ン ドと正 常 な C
の バ ン ドが 共存 して お り , 変異 Arg92 Trpの ヘ テ ロ 接合体であ





















認 め ら れ た. 同w･ の 変異が , 発端者037 にも認め ら れ た .
3) P C R- FL P法 に よ る家系内で の 変異の 確認( 家系004)
プ ラ イ マ ー T E X 9-5-N F と TE X9q3の 組み 合わ せ に よ るP C R産
物(155塩基対(bs epair, bp))は, 遺伝子変異Arg92 Tll)が あ る
場合の み制限酵素 Mv a-1によ り135bp と20bp に切断さ れ る . 図
3 に発端者004の 家系図と P C R･ F L P法 に よ る 変異の 確認結果
を示 した . 発 端者を含め て8名 に正常 バ ン ドと切断さ れ た バ ン
ドの 両方が 認め ら れ い ずれ も変異 血-g9 2Trpの ヘ テ ロ 接合体
である こ とが 確認さ れ た .










No r m al Pr oba nd(004) 5
一
Fig･ 2･ Sequ e n cing a n alysisinthe e x o n9 0fc ardia ctr opo ninT geI- e･ T he cir cle s at theboth side sindicate thepo sitio n of CtoT m utatio n
at the codo n92t Pr oband(004)sho w sthe c o e xiste n ce ofthe mutatio n al band m a nd wild ba nd(C),indic atingthe hete r o zygote ofthis
m utatio n･ Iy s,1ysin e;血
･
g, a rginin e;Trp,try ptOpha n;His,histidin e;Ile,isoleu cin e.
1 2
Fig･3･ Tne pedigr e e a nd re sultof P C R- re Strictio n打agm e ntlengthpolym o rphis m(P C R R F LP)an alysis of OO4 fa mily. ¶l e a rrO Winthe
pedigre eindicate sthe proba nd･ The squ ar e andthe cir clein the pedigre eindic ate m ale andLem ale, re Spe Ctiv ely. Ⅰ , Ⅱ , Ⅲ indic ate
ge n e ratio n s･ 田 ,hete ro zy go u spatie nt with Arg92 Trp m utatio ninthe e x o n90fc ardia ctropo nin T ge ne;オ ,de c eas ed; 園 , Sudde n
de ath; Dige stio nofthe PC Rpr odu cts with Mv a-Ige n e rate spolym o rphic re strictio n血
･
agm e nts of 155bp a nd/ o r13 5 bp. Allofthe
indivi du als wi th Arg92Trp m utatio n sho wboth 1 55 bp a nd 135 bp 打agm e nts which indic atethehete ro zY gOte声forthe mutationin the
e x o n90fc a rdiactr opo nin Tge ne. Control, C O ntrOlpatie nt;M arker,the m ole c ula r size m arke r.
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4) 同変異で の 臨床像の 検討
図3 で遺伝子変異 が確認 さ れ た 家系004内の 8名と , 同 一 変
異Arg92Trpが確 認 され た 家系037内で 遺伝子変異 を認め た 2 人
(発端者 Ⅲ-1 とそ の 妹 Ⅲ一2) を含め た合計10名の , 1998年現在 の
心臓 超音 波所 見を 表 2 に示 す . 1 0名 中左 室 内径短 縮率
(fra ctio n al sho rtening, F S) が25 %未満と左室収縮能が低下 し,
左室拡張末期径 qeftv e ntric ular e nd-dia stolic dim e n sio n, m d)
が 55m m以上 と左室内腔が拡大する拡張型心筋症様病態を示す
症例 が3名認め ら れ た (家系004の [-1, Ⅲ -4, Ⅱ -5). こ の 3名
の うち, 症例 Ⅲ -1 は, 47歳時 に は A S Hを示 し左室収縮能が保
た れ て い た . そ れ が 60歳時 に は 心不全を発症 し, 心臓 超音波
像上拡張型心筋症様病態を呈 して い た. 以 後, 65歳現在ま で少
しずつ 心不全症状が増悪 し つ つ ある . 症例Ⅲ-4は, AS H を宣す
る時期 は と ら えら れ て い ない もの の , 50歳時 に は既 に拡張型心
筋症横柄態を示 し以後現在56歳まで心不全症状 が増悪 し つ つ
あ る . 症 例 Ⅱ -5は , 45歳 時 の 心臓超音波所見 で は 心室中隔
12m mと 軽度 の 左室肥大を認め るも の の AS H は呈 して い なか っ
た . 左 室収縮能は軽度 の 低 下 を認め る の み で 左室 の 拡大も認 め
な か っ た . 51歳時心不全発症時 に は拡張型心筋症横柄態 を呈 し
て お り, 54歳現在ま で少 しず つ 心 不全症状 が増悪 し つ つ ある .
Table2. Echoc ardiogr aphicfindingsin the afe ct edindivi du als with Arg92 Trpln C ardiactr oponin Tge n e




































































































































































































































IVSth indic atesinterv entric ular septalw all th ickn ess;P W th,1eftve ntric ularpo sterior w a11 thickn ess; M axL V W T, m a Xim al left v entricular w all
thickn ess; LVDd, 1eft v e ntricular e nd-diastolic dim en sion; LVDs, 1eftv e ntricular end- SyStOlic dim en sio n; FS, fr actional shorten l ng; A S H,
asym m etricalseptalhypertrOPhy;D - HC Mlike Fe atu res, dilated c ardio myopathy-1i kefbat ures; M , m ale;F,fe m ale; 十 ,preSenC e Ofafind ing;-,
absence ofafinding.
Table3. E le ctr oc ardiographicfindingsinthe affe cted individu als with Arg9 2 TIVin c ardia c trop nin Tgene


















































































































































































Negative T in Ⅲ, aV F
Negative T in Ⅲ ,V l, V 2
0.1m V sagglngST depresionin V5,V6
NegativeT in Ⅲ, aV F,flatT in Ⅲ
Norm al
Giant negativeT inV 3,V4, n egativeT in n, Ⅲ､aV F､ V2, V 5,V 6
NegativeT in V l-V 5, flat T in Ⅲ
Negativ eT in V l, V 2,V3,flatT in III
HR indic ateshe artrate;bpm , be atsper min ute;SV l, a mplitude of Sw av ein Vllead; RV 5, a mPlitude ofR w av ein V 5 le ad; M , m ale; F,
fe m ale;SR,Sin us rhythm;Af, atrialfib ri11atio n; P M R,Pa Ce m aker rhythrn ;
*impossibleto m eas ur e･
Table 4. Echoc ardiographicfindinginthe affectedindividu alwith P hel lOIlein cardiac tr op nin Tge ne




022 M 49 2 1 13 1,6 2 1 40 26 35 +
IVSth indic atesinterventric ularseptalw a11thickn ess;PW th,leftventric ularposterior w al thickn ess;M a xL V W T, m a Xim a1 1eftv entric ular w all
thickness; L V D d, leftv e ntricular e nd-diastolic dim en sio n; L V Ds, 1eftv ent ric ular end-SyStOlic dim en sio n;F S, fra ctio n al shorte ning; AS H,
asym m etric alseptalhypertr ophy;D- H CM likeFeatur es,dilatedc ardio myopathy-1ikefeatures;M , m ale; +, PreS en C e Ofafinding;
-
, abs en c e
Ofa缶nding,
家族性肥大型心筋症 にお け る遺伝子変異の 検出
ASHを示 し, F S が2 5 % 以 上と左室収縮能が保 た れ , L V D d が
55m m 未満 と 左室内腔拡大を認め な い 症 例が 5名認め ら れ た
(家系0 04の Ⅲ-2, [ -3, Ⅲ-3, 家系037の Ⅱ-1, Ⅱ -2). こ の うち
家系037の 症例 Ⅱ一2の 1例 の み が Ma ro n分類 Ⅰ型 を呈 し, 他の 4
名は M ar o n分類 Ⅲ 型を 示 した . 心臓超音波像 上異常 を示 さ ない
症例 が2名認 め ら れ た (家系004の Ⅲ-1, Ⅲ-2). こ の 10名 にお い
て , 左室最大壁厚 の 平均 は14.2± 6.0 区 ± S D) m mで あり, 左
室肥大の 程度は比較的軽度で あ っ た . 次 に, こ の 1 0名の 心電
図所見 を表3 に示す. 拡張型心筋症様病態を示す2 人([-1, Ⅱ -
4)が , 徐脈性心房細動 の た め ペ ー ス メ ー カ ー 植え込み 術をそ れ
ぞ れ59歳 と44歳時 に施行 さ･れ て い た. 心臓 超音波像上 異常を
認め な か っ た2人の うち , Ⅲ -1の 32歳 男性 は , Ⅲ , aV F に おい
て 陰性 丁波を認 め心竃図上異常を示 した . Ⅲ -2の 27歳女性 は ,
心臓超音波 の み なら ず心電図__とも異常を認 め なか っ た . 症例
Ⅲ-2と ペ ー ス メ ー カ ー 植 え込 み後 の 2人以 外 は , 全て 陰性 丁披
を認め た .
以 上 の 遺伝子検索 と臨床像 と の 結果 を ふ ま え , 囲4 に家系
004 と家系037の 家系図を示す. い ず れ の 家 系に も突然死症例
を認め た . 家系004の 症例 Ⅱ一1, Ⅲ -5, Ⅲ -3, 家系037の 症例 Ⅲ-
1 につ い て は心臓カ テ ー テ ル 検 査が 施行 さ れ て お り, い ず れも
冠動脈疾患 は認 めなか っ た .
5) 直接塩基配列決走法に よ る 遺伝子変異配列の 決定(家系
022)
エ ク ソ ン9の P C R-SS C P法で 別 の 異常 バ ン ドを認め た (図1)
発端者022 に て施行 し た 直接塩基配列決定法の 結果, 回5 に示
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すと お り, 110番目 の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (phenylala nin e,Phe)を
コ ー ドする コ ド ン m が イソ ロ イ シ ン (is ole u cine,Ile) を コ ー
ドする コ ド ン m に変化し て い た . 変異 した Aの バ ン ドと 正常
な Tの バ ン ドが 共存 して お り, 変異P hellOIleの ヘ テ ロ 接 合体
であ っ た .
6) 同変異で の 臨床像の 検討
表4 に発端者022の 心臓超音波所見を示す . 変異 Phel lO Ile
を認 め る発端者02 2 に おい て は心臓超音波像上 心室中隔壁吼
左室後壁厚が そ れ ぞれ 21m m , 13m m とA S Hを認め , FS 35 %
と左 副文縮能も保た れ て い た. m d 40m mと左 室内脛 の 拡大
も認 め なか っ た . 表5 に発端者022の 心電図所見を示す. 発端
者022の 心電図で は, Ⅰ, Ⅲ , Ⅲ, aⅥ ., aV F, V 5, V 6 に陰性 丁
波を認 め , 左 毒肥大の 所見が著明 であ っ た . 図6 に家系022の
家系図 を示す. 本家系内 には突然死 は認め なか っ た .
7 ) エ ク ソ ン9 にお ける サイ レ ン ト変異の 検討
エ ク ソ ン9の 検索 に お い て, 106番臼の ア ミ ノ 酸 Ile を コ ー ド
する コ ド ン m が同 じく Ile を コ ー ドす る コ ド ン A T Cへ と 変化
す る サ イ レ ン ト変異Ilel O6Ile を140症例巾41例(29.3 %)と , 比
較的高頻度に認め た . 41名中3名の 変異 は ホ モ 接合体で あ り
,
3 8名の 変異は ヘ テ ロ 接合体であ っ た .
3 . エ ク ソ ン 8塩基配列の 決定
1) P C R-S S C P法 に よ る異常バ ン ドの 検 出
P C R-SS C P法 に よ る エ ク ソ ン 8の ス ク リ ー ニ ン グ で, H C M発
端者116 におい て 異常バ ン ドが 検出 され た (図1).
2) 直接塩基配列決走法に よ る遺伝子変異配列 の 決定
Table5･ Electro cardiographicfindingl nthe affe cted individu alwith P hell O Ilein c ardia c tropo nin T ge n e






:ぷV5 ST- T C ha nge
0 2 M 4 9 SR/53 0･1 6 0･0 8 0･8 2･5 3･3 Negativ eT in I ,] . 軋 aV L, aV F. V5 , V6
H R indic ateshea11 rate;bpm ･ be ats pel
･
min ute;S V l, a mPlitude of Sw a veil-V l le ad:R V 5, a mPlitude or RwとIVeiI V 5 1e ad:M . m ale;S R. sjn us
rhythm .
Table 6･ Echo cardiographicfindingl nthe affbcted individualwith Va18 5 Le uin c a rdiac tr opo nin Tge ne
I VSth Max L V D d L V Ds FS
(yeal
.
) (m m) (m m) P Wth L V W T (m m) (m m) ( %)
Fami Iy Gender
Age I VSth P Wth D- H C M like
FeatuI･es
1 1 6 M 66 2 3 1 2 1.9 23 48 34 2 9 +
IV Sth indicatesinter ve ntricuIar septalw all thickness;P Wth,1en ventricularpo sterior wallthickness; Ma xL V W T, m こIXim al left v e ntl
･iculill･ W a11
thickn ess; L V D d, left ve ntricular e nd-diast oIic dim e nsion; L V Ds t left ve ntriculal･ e nd- SyStOlic dim en si9n; F S, fractio n al sl10rte nlng; AS=,
asym m etric alseptal hy pel
･
trOPhy;D-HCM like Fe atures･ dilated c ardio myopathy-1ikcFe atu res; M, m ale; + ,preSe nC e Ofafinding;d, abse nce
Ofafinding.
Table7･ Ele ctro c ardiogr aphicfindingin the affected indivi du al with Va1 85Le uin cardiac tr op ninTge ne
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発端者1 16の 心 筋 トロ ポ ニ ン T遺伝子 エ ク ソ ン8 にお け る塩
基配列解析 の 結果を図7 に 示 し た . 85番目 の バ リ ン (v alin e,
Val) を コ ー ドする G T G がロ イ シ ン (1e ucine, Le u) をコ ー ドする
T T Gへ と 変化 し て い た . 変異 し たT の バ ン ドが 正 常な Gの バ ン
ドと 共存 して お り, 変異 Va18 5 Le uの ヘ テ ロ 接 合体 であ っ た .
本変異 は これ まで に報告 が なく新変異であっ た .
3) 同変異で の 臨床像 の 検討
表6 に示す発端者11 6の 心臓超音波所見で は , 心 喜中隔壁厚,
左重複壁厚がそれ ぞ れ23m m, 12m mと A S H を認め , FS 29 % と
左室収縮能も保 た れ て い た . L V D d 48m mと 左室内腔の 拡大も
認 めなか っ た . 表 7 に示す発端者116の 心電図で は , Ⅰ, aV L,
V l､ V 6 に陰性丁 波を認 め , 左 窒肥大の 所見が著明であ っ た .
図8 に家系11 6の 家系図を示す. 本家系内に は 突然死 は認め な
か っ た .
4 . 心筋 ト ロ ポ ニ ンT遺 伝子変異の 頻度調査
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Fig. 5. Sequ e n cing
･
an alysisin the e x o n90fc a rdiactropo nin Tge n e. T he circle s attheboth side sindic atethe po sitio n of Tto A m utatio n
atthe c odo nllO. Pr oba nd(022)sho w sthe c o existe n ce of the m utatio n al ba nd(朗a nd wi 1d ba nd m ,indic atingthe hete ro zygote ofthis
m utatio n. Glu , gluta mic a cid;P he,Phe nylalanin e;Ile,is ole u cin e;His,histidin e;Ala, ala nin e.
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Fig･ 7･ Sequ en cing an alysisin the e x o n80fc al
→dia ctropo nin T ge n(､･ 1l- e Circle s attheboth side sindic atethe po sitio n of Gto T m utatio n
at the c odo n85
･ Pr oba nd(116)sho w sthe c o existc nc e ofthe m utatio n al ba nd m a nd wild band(G),indie atingthehetel- OZy gOte Ofthis
m utatio n･ Asp, aSpa rtic a cid;V al, V alin e;Le u,1eu cin e;jh
･
g, arginin e;(iltl. glutamic aeid.
Pedigr e el16
Fig･ 8▼ T he pedigre e of l16 fa mily･ The arr o win the pedigr e e
indic ate sthe pr oba nd. T he squ a re and the cir clein the
pedigr e eindic ate m ale a nd fe m ale, reSPe etiv ely. Ⅰ , 工Ⅰ, m
indic ate ge n e r atio n s; 口 , n Otin v e stigated; 田 , m utatio n
(hete ro zy gote)pr e se nt, Clinic allyaffe cted.
以 上, 北陸地方の 独立 した H C M 1 40症例を対象と し, 心筋 ト
ロ ポ ニ ン T遺伝 ｢ 変異の 頻度調査 を行 っ た結 果, 4症例 (2.9 %)
に3種類の 向変異 を確認 した . ま た
,
E C Mの 発症 と は 関係 の
ない サ イ レ ン ト変異IlelO6Ile を140症例中41名(29.3 %)と , 比
較的高頻度 に認 め た . な お , 別 に調査 し た 正常対照者50名 に
お い て も, こ の サ イ レ ン ト変異 は32名(64.0 %) と , 高頻度 に




9 ミ オ シ ン 重鎮遺伝子 の 変異 が E CM の 病因で ある と報
告さ れ て 以 来21) , 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子22), α - ト ロ ポ ミ オ シ
ン22)
, 心筋 ミ オ シ ン結 合蛋白-Cな ど23), 合計 7種類 の 遺伝子変
輿が H C Mの 頂囚 で ある と 報告 さ れ て い る21) コさ- . こ れ ら は い ず
れ も心筋の サ ル コ メ ア を構成す る 蛋=を コ ー ドす る遺信｢であ
り, HCM は サル コ メ ア 病で ある と 考え ら れ る . 本研究 で は ,
こ れ ら の 遺侵イ一変其 の うち, 特に心筋 ト ロ ポ ニ ン T 遺伝子に つ
い て検 討し た.
現在∴ H C Mの 遺侵｢ 診断の 最大の ‖ 的 は嫡囚遺伝子 と そ の
臨昧症状 と の 関連 を調べ , 病因遺仕丁･か ら臨床症状及び7 彼の
推測 をlり一能 にす る こ と にあ る .
H C Mの 形態学的特徴と して , ん塞肥 大が 欝明で そ ♂)肥 人が




関 の い )と し て , 姉≠l 遺信イ か ら ん室肥大の 程度 や特徴 を推測
E
rIl来る カイけ ヒtl ･ う 問題があ る. Watkin sら m は , 心 筋
′
ゴ ミ オ
シ ン 市 鋸む†ム r･ 変 則 こ よ る H C M患者 で はノ.二引lしい勘厚が





畑二よ る H C M丑､ 宵∵ は, 16.7 二!_5.5Iれ111と 有意に




ご い た と辛侶■｢ してい る . す な わち
, 心筋
ノ
ラ ミ オシ ン 重鎮謎情∴
′
･と 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺侵イ･と い う 痛囚遺
行こJ
'･の 追 い か ら , ノ亡端正人堅厚 と い う臨困■申勘二遠 い を来す と
い う 報訂で あ る . 今小川〕椚
■
Eで北陸地ノノの 2家系10今′.に.‡.だめ た
心 筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝j
′
･ エ ク ソ ン9の 変札 Arg92 Trpで も, 変
異 をも つ 10γ-のノ▲三朝浸人馴才の 平均 は14.2± 6.0111Ⅵとん 刷巴
大の 粁度は比較的悍度 で あ り, こ の 報てffと 合致 して い る と い え
る . 他 の エ ク ソ ン 9 の 変捏 P hellOIle と エ ク ソ ン 8の 変賢一さ
Va185 Leuで は , ノバ勘計大璧厚烏 そ れ ぞ れ 21m rn, 2 3m mと ,
心筋 ノラ ミ オ シ ン 覇銀過信ナ変異 に類似する所見であ っ た . こ の
様に 同じ心筋 トロ ポ ニ ン T遺信子変異 の な か で も臨床傾 が異な
っ て い る が , こ れ は H CM の 特 徴の 1 つ で あ る機能的及 び形態
学的多様性 に よ る もの と考え ら れ た 5リ) . 今回 の P hellOIle と
Va185Ⅰ尤u に つ い て は , そ れ ぞ れの 遺伝子変異に つ き発端者の み
しか 遺伝子変異者が見 つ か っ て お らず , 病 因遺伝子か らの 臨床
症状及び予後の 推測を可能にする た め に は . 今後 さ ら に家系調
査 を進め る必要がある と考えら れ た .
今回我 々 が 2家系に検出 した 心筋トロ ポ ニ ンT 遺伝子 エ ク ソ
ン 9の 変異 Arg92Trp は, M o olm a nら
一18) が 2家系 で報告した遺
86
伝子変異と同 一 で あ る. 本変異の 臨床的特徴 と して , M o olm a n
ら は, 左室肥大が 11.3± 5.4 m mと軽度 で ある こ と, 若年 (平均
17± 9歳, 全員30歳以 下) で 高 い 突然死発生率を示 し予後不良
で ある こ と , 疾患 浸透率が 40 % と低 い こ と をあげて い る . こ
れ と我 々 の 2家系10名を比較する と , 我 々 の 症例 で は 上述の と
お り, 左室最大壁厚 の 平均 は14.2± 6.Om m と 左室肥大 が比較
的軽度 であり, こ の 点で は, Mo olm a nら48)の 報告 と 一 致 した .
突然死 が 1歳女性 , 14歳女性 , 53歳男性 に認 め ら れ た 点も, 年
齢 に多少 の 差 が認 め られ る もの の , 突然死 が多 い と い う点で は
一 致 し て い た . 予 後不良と い う点 に つ い て は , 我 々 の 症例10
名の うち, 3名が 拡張型心筋症横柄態 を示 し , 心 不全 に 陥 っ て
い る点 か らも合致す る と考え られ る . しか しな が ら , M o o血a n
ら
48)の 報告 に は拡張型心筋症様病態を認 め る と い う 記載 はな
く , 拡 張 型心 筋症様病態 を示 す と い う点 が 日 本 人 で の
Arg92Trp変異 の 特徴 と い え る か も しれ な い . ま た , 疾患 浸透
率 に関し て は, 我 々 の 2家系で は遺伝子変異をも つ 10名中, 心
電 図異常 の み の 症例 Ⅲ-1を含 め9名 が H C Mを発症 して お り,
疾患浸透率 が9 0 % と高 い の に 対 して , Mo olm a nら 仰 の 報告で
は, 約40 % と か なり低 い 結果 だ っ た . Fa n a n ap zir ら
即) は, 心
筋ノラ ミ オ シ ン 重鎖遺伝子の うち, 異な っ た 遺伝子変異間で 臨床
像 , 予後 に差 が み ら れ る の み で なく, 同 じ遺伝子変異 であ っ て
も, 家系や人種 に よ り臨床像に遠 い が み ら れ る こ とを報告 した .
同 じ心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子変異 を示すM o olm a nら丸山 の 家系
と 我々 の 家系と で , 拡張型心筋症横柄態の 有無や疾患浸透率 の
点で 遠い が 生ずる点も, こ の ような同 一 変異内の 臨床像 の 遠 い
を裏付けるもの と 考えら れ た .
拡張型心筋症様病態 に つ い て は , te nCate らR) が 初め て 報告
して い る. 一 般 に ⅢC M で は拡張障害 は特徴 と し て 認め られ る
もの の , 左室 の 拡 大や収縮機能障害 はみ られ ない . しか しなが
ら , 本症 に は , そ の 経過中 に左室拡大, 壁非浄化, 収縮機能障
害が進展 し, 拡 張型心筋症と類似 の 様相を呈す る症例 が あ り,
H C Mの 拡 張型心筋症樟病態 と い わ れ る1 1 = 5). 頻度 と して は,
ⅢC Mの 4 ～ 12 %に み られ る と い わ れ て おり, 今 回の 研究 で は2
家系10名中3名(30 %) に認め た 点で , 変異Arg92Trp は拡張型
心筋症横柄態 へ 移行 しや す い 変異で あ ると い える . こ の 移行 に
つ い て 問題 と なる の は, はた して 何歳頃に拡張型心筋症梯病態
へ と 移行する か , そ して どの よう な症例が拡張型心筋症梯柄態
へ と 移行する か で あ る. 今回 の 3名で は, 家系004ⅠⅠ-1の 女牲 で
19年の 長期経過観察が な され てい る. 45歳時 に はA S Hを認め ,
左室内脛の 拡大を認 めず, 左 室収縮能も保た れ て い た が, 60歳
時 に は拡張型心筋症様病態 へ と 移行 し心不全症状 を発症 した .
そ の 後65歳現在 ま で 心不全が進行中で ある . そ れ に 対 し て ,
家系004 Ⅱ-4の 男性 で ほ , 6年前50歳時に既 に拡張型心筋症横
柄態 へ の 移行が確認 され てお り, や は り心不全症状が進行中で
あ る. 家系004 Ⅲ一5の 男性で は, 45歳時軽度左室収縮能 の 低 下
が 認め ら れ た もの の 左 室内脛の 拡大 は認め なか っ たが , 51歳時
には 拡張型心筋症横柄態を呈 して 心不全となり, 同 じく心不全
症状が進行 して い る (表2). これ らの 結果より , 変異Arg9 mp
で は女性(60歳代前半) よりも男性 の ほう が 若年 (40歳代後半
か ら50歳代前半) で拡張型心筋症横柄態 へ 移行す ると考えら れ
た. 今後, 特 に 家系004 Ⅲ-2(62歳女性), 及び 家系037 Ⅱ-1(64
歳女性) が家系004Ⅲ-1(65歳女性) の 年齢 に近くな っ て い く た
め , その 形態の 変化を慎重 に見守り加療して い く こ とが 重要で
ある .
拡 張 型心筋症 様病態 の 診 断 は , 拡 張 型心筋症 (dilated
C ardio myopathy, D C M) と類似 の 臨対象を呈 し, 経過 中の 典型
的な H C Mの 病期を確認す る か , 同胞 内 に典型的 H C M症例 を
確認す る こ と に よりな され る . した が っ て H C Mの 病期 [‥l】I無症
状で E C M と確認 さ れ ない まま拡張型心筋症様病態 へ 移行 し ,
か つ 同胞内 に典型的 H C M症例 が認 め ら れ な い 場合 , D C M と診
断 され て 加療 さ れ る 可 能性があ る. こ の 様な場合, そ の 症例を
H C M と診断す る手段 は遺伝子診断以外 になく, H C M に おける
遺伝子解析 の 重要性を示唆す るもの と 思 わ れ る. 故 に , D C M
と し て加療中の 患者に つ い て も, 今後 E C M遺伝子解析 の ス ク
リ ー ニ ン グを行う必要 がある .
H C M との 鑑別診断が 困難な疾患 の 1つ に , 高血 圧 性左毒肥
大がある . H C M に高血圧 が合併 した 症例で は 高血 圧性左室肥
大 と の 形態学的な鑑別は か なり困難であ る が, こ の よう な場合
にも遺伝子解析 は そ の 診 断 に有用 である と 考えら れ る. 今後,
H C M を疑 わ せ る 所見があり, 高血 圧性左室肥大 と診断 さ れ て
い る症例 にも ⅢC M遺伝子解析の ス ク リ ー ニ ン グを施行すべ き
と考え られ る.
臨床 像 の 多様性 の 1 つ と し て, 予後の 遠 い が あげ られ る が ,
W atkin sら ご7) や An a nら 35)は こ れ には 遺伝子変異 に お ける ア ミ
ノ酸 の 荷電変化の 有無が関与 し て い る と報告 して い る . 心筋′ヲ
ミ オ シ ン の 場 合 , 荷 電 変化 を伴う Arg か ら グ ル タ ミ ン
(gluta min e, Gln) へ の 変異Arg403 Gln の 家系 で は70歳時の 生 存
率が 0 である の に対 して , 同 じく心筋 ノ
rラ ミオ シ ン 遺伝子の 荷電
変化 を伴わ な い Val か らメ チ オ ニ ン (m eth io nin e, M et) へ の 変異
Va160 6Metで は0.9 5 と荷電変化の 有無が そ の 予後 に 大きく関わ
る こ とが 示され た . 今 回検出 した 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子変異
Arg92 Trp は荷 電変化 を伴 っ て い る . 突然死 や拡張型心筋症様
病態 に陥る と い う 点か ら予後不良の 変異 と考え ら れ, W atkin s
ら27)や An a nら:i5)の 報告通り荷電変化の 存在 と の 関連が示唆さ
れ た. M→ 方, 今回検出 した PhellOIle に つ い て , Ana nら61)は心
筋 トロ ポ ニ ン T遺伝子 に お い て , 予後良好 と考えら れ る 変異の
初め て の 例 で ある と 報告 し た. こ れ以 前の 報 告で は , 心筋 ト ロ
ポ ニ ン T の 遺伝子変異 は全 て 予後 が不良 で あ る と さ れ て い
た
こ汀 ト 3 "
. 発端者022 につ い て も心機能は よく保た れ , 家系l~ノっに
突然死 を認 めない こ と よ り, 予後は 良好で ある と 推測 さ れ る .
こ の 変異で は 荷電変化は認 め ら れず, 荷電 変化を伴わ な い 変異
で は比較的予後が よ い と い う報告 と合致する . 今後, こ の 発端
者022を長期経過観察す る こ と , 及 び 家系調査 の 推進が重要で
ある.
今回検出 し た 心筋 ト ロ ポ ニ ン T 遺伝了･変 異 は エ ク ソ ン 9の
A唱92 廿p が2家系, P hellOIle が1家系, エ ク ソ ン 8の Va185Ⅰ尤 u
が1家系で , 合計 3種類 の 遺伝子変異を4家系 に認め た こ と に
なる . こ れ に よ り北陸地方の H C Mの 2.9 %を説明でき る. 但 し,
Spirito ら
叫 は心 筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝 子変異 は H C Mの 病 因の
1 5 %を説明す る と 報告 して い る. これ まで 報告 され た心筋 ト ロ
ポ ニ ン Tの 遺伝子変異13種類の うち約半分 の 6種類の 変異が エ
ク ソ ン 9 に認 め られ た こ と か ら , エ ク ソ ン9 が心筋 ト ロ ポ ニ ン
T遺伝子変異 の ホ ッ トス ポ ッ トと 考え られ るが , 今後他の エ ク
ソ ン に つ い て も詳細 に検索 を進め る必要がある .
エ ク ソ ン 9の 検索 に お い て , 10 6番目の ア ミ ノ 酸Ile を コ ー ド
する コ ドン m が同 じく Ile を コ ー ドす る コ ド ン A T Cへ と変化
するサ イ レ ン ト変異IlelO 6Ileを140症例中41例(2 9.3%) と, 比
較的高頻度 に認 め た . しか し こ れ は H C M患者以外 の 正 常者 に
家族性肥大型心筋症 に お ける遺伝子変異の 検出
も50例中32例 (64.0 %) と高頻度 に認 め る 変異であり , ヘ テ ロ
接合体 に加え3名 にホ モ 凝合体 を認 め た こ と より, 疾患 と は関
連の ない 遺伝的多型と考えら れ た .
結 論
日 本人 H C M患者 に お い て , 心筋 トロ ポ ニ ン T遺伝子変異を
PC R:S S C P法 , 直接 塩基配列決走法 お よ びP C Rq F L P法を用 い
て検討 し, 以 下 の 結果を得 た.
1 . 2家系10名に お い て , 心筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子 エ ク ソ ン
9の 92番目の ア ミ ノ 酸 ア ル ギ ニ ン を コ ー ドす る コ ド ン C G G が
トリ プ ト フ ァ ン を コ ー ドす る コ ド ン TG Gへ と 変 化する変異
血 g92 Trpを検出 した . こ の 2家系内 に は突然死 が3人, 拡張型
心筋症横柄態を示す症例 が3人存在 し, 臨床 的に予後不良な変
異と考 え ら れ た.
2 . 1家系 に お い て , 心筋 トロ ポ ニ ン T遺伝子 エ ク ソ ン 9の
110番目の ア ミ ノ 酸 フ ユ ニ ル ア ラ ニ ン を コ ー ドす る コ ドン m
が イ ソ ロ イ シ ン を コ ー ドす る コ ド ン A T Tへ と 変化 す る 変異
P bellOIleを検出 した . こ の 変異 は, 心 筋 ト ロ ポ ニ ン T遺伝子
変異の うち, 唯 一 予 後良好 と報告 さ れ た 変異であ っ た .
3 . 1家系 に お い て , 心 筋 ト ロ ポ ニ ン T 遺伝子 エ ク ソ ン 8の
85番目 の ア ミ ノ 酸 バ リ ン を コ ー ドする コ ド ン G T G がロ イ シ ン
を コ ー ドす る コ ド ン T T Gへ と 変化す る変異 Va185Ileを検出 し
た . こ の 変異は こ れまで に報告がなく, 新変異であ っ た .
4 ･ 臨床 診断さ れ た H C M 140症例を村象と して , 心筋 ト ロ ポ
ニ ン T遺伝子 エ ク ソ ン8 とエ ク ソ ン 9の 検討 を行 い , 4症例の 家
系に3種類の 遺伝子変異 を検出 した . こ れ に より , 北陸地方の
H C Mの 2.9 % が説明 され た.
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M ole cula rGen etic Analysis ofFa milial Ⅱy pertr ophic Cardio myopat hy W ith M11tationsin the CardiacTroponin T
Gene Noboru F再ino, T he Se cond Depart me nt of Inte r nal Medicin e, School of M edicin e, Kan a z a w aUniver slty,
Kan a z a w a9 20-864 0- J. Ju zen M ed Soc. ,108, 77 - 90(1998)
Key w o rds fa milialhy pe rtrophic c a rdiomyopathy, C ardia ctr oponin T gene ･ dilated c a rdio myopathy
-1ike fe atu r e, gene
m u ta io n
A bstra ct
Hy pertr ophic c ardiomyopathy(H C M)is cha rac teriz ed bylefta nd/or rightve n tric ularhy pertrOPhy and abnor malstifhe s
oftheleft ve nthcle with re sulta ntimpaired ventricular filling･ Pr evio usly HCM w as de凸n ed as a he art m u s cle disea se of
unkn ow n c aus e, how e verthedis e as eappearS tO bege ne ticallytra nsmitted in abo uthalfthe patie ntsa s a n a utosom al domin a nt
trait. Molecularstudie sha ve show n us thatHCM c an be c aused by a m utatio nin o ne ofs e v e ngen e s e n c oding pro teins ofthe
cardiac sar com er e: the P. myosin heavy chain, Cardiac troponin T(cTnT), α -trOPOmyOSin, myOSin
-binding pro tein C, tW O
ty peS Of myosin light chain sand c ardiac troponin I･ T his study w a sp
erfo rm ed toe x a mine the e xiste n c e ofthe cTnT gen e
m ut atio nin fa milial = C Mpatientsin the Hoku riku district ofJapan forthe Brs t tim e･ Ex o n8 a nd e xon 9 0fthe cTnT gen e
w ere a mplified by PCR and variant c onfo rm ers were dete cted by P C R
- Single stra nd co nfor m ation alpolym o rphism (PC R-
SSC P). Subseque ntdirec t s equ e ncing of the PCR products c o n丘 rm edtheir mutations･ T he mut ations w e re confir m edby P C R-
re striction fragme ntlength polym orphis m(P C R- RFL P)･ T hereby thr e e miss e n se mu t ation sin the cTnT ge n e wereidentined
fro mfo u rproba nds with H C M;the 缶rst mutation w a s aC
-tO -T tr a n sitio nin e x o n9, re Sultingl namin o a cids ubstitution of Arg
toTrp atc odo n92(Arg92 Trp). T his m utation w asidentified in t enindividuals oftwo fa milie s･ In the te nindividu als･ thre e
individualsprogress ed intodilatedcardio myopathy-1ike(DN H C MLlike)ftatures, fiv eindividu als sho w ed asym me tric alseptal
hypertrophy(A S H), O ne individu alprese nted electrocardiogr aphic abn or m ality, and a no the rindividual had no clinical
ma niftstations at a11. T hes etw ofami 1ie shad thre e ca se s ofsud de ndeath, SO the patie nts with this m uta tion weretho ught to
havepoo rprognosis･ The s ec ond m utatio n w as a T
-t O-A tra n sv e rsio nin e x o n9, r e S ultingln a mino a cidsubstitutio n of P he to
Ile atc odon llO(P heuO Ile). T he third m utation w a s aG -tO - T tra n s v e rsion in e x o n8, reSultingin a min o acidsubstitution of
ValtoLeu at codo n85(Va18 5 Le u). T his wa sa n e w mutaton. Bo th P he1 1 0Ile and Va185 Le upatie nts sho wed ASH ･ A sile nt
m utatio nIlelO6Ile w asfrequently ide ntified in 4 1pr oba nds(3 ho mozy go us a nd 3 8 hete rozy gous)･ T hre e m ut a tio ns
(Arg92 Trp, PhellOIle, Va185 Leu)in the cTnT ge n e w e r eide ntified in fou rofthe 14 0 H C Mproba nds(2･9 %)･ T he tw o
fa milieswith Arg92 Trp ne ede xtra c a refu 1m anage me n t, a Stheyhav ese v e ralc ase sofs ud de nde ath and D
- H C M･
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